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RESUMEN 
Phaeodactylum tricornutum es una microalga diatomea que forma parte del fitoplancton marino. 
Las células de P. tricornutum tienen la peculiaridad de presentar hasta cuatro morfologías distintas 
(ovalada, fusiforme, triradiada y cruciforme), así como diferente composición química en función 
de las condiciones ambientales. Esta microalga es rica en ácidos grasos poliinsaturados (PUFAs), 
como el ácido eicosapentaenoico (EPA). Además, tiene un elevado contenido de fucoxantina, un 
carotenoide de alto valor que presenta diversas actividades biológicas, como antioxidante, 
antidiabético o antiinflamatorio.  
En el presente trabajo se ha empleado la extracción con líquidos presurizados para la extracción de 
los compuestos bioactivos de P. tricronutum. Los disolventes utilizados fueron agua, etanol o una 
mezcla de ambos. La muestra se trató previamente con altas presiones y se liofilizó para debilitar su 
pared celular.  
Se ha llevado a cabo un diseño experimental 32 para conocer las condiciones óptimas de extracción, 
siendo los dos factores el porcentaje de etanol (0, 50 y 100%) y la temperatura de extracción (50, 
110 y 170 ºC). Las variables respuesta que se han tenido en cuenta han sido: el rendimiento de 
extracción, el contenido en fenoles totales (Ensayo Folin-Ciocalteau), el contenido en carotenoides 
y clorofilas totales, y la actividad antioxidante (Ensayo ABTS, expresado en valor TEAC). Para la 
evaluación de los resultados y la creación del diseño se ha empleado el software Statgraphics.  
Además, con el fin de conocer las condiciones de extracción que proporcionan el extracto con 
mayor valor, empleando el proceso más eficiente y selectivo, se llevó a cabo la caracterización 
química de los extractos, así como la identificación de la fucoxantina, mediante HPLC-DAD-APCI-
MS/MS. 
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ABSTRACT 
Phaeodactylum tricornutum is a diatom microalgae which is part of phytoplankton. P. tricornutum 
cells may present up to 4 different morphologies (oval, fusiform, triradiate and cruciform), as well 
as different chemical composition depending on environmental and growing conditions. This 
microalga is rich in polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as eicosapentaenoic acid (EPA). 
Moreover, it possesses a high content of the carotenoid fucoxanthin, which is a valuable pigment 
with several biological activities, mainly antioxidant, antidiabetic and antiinflamatory. 
In this work, a green extraction technique has been used to extract the bioactive compounds from P. 
tricronutum: pressurized liquid extraction (PLE). Water, ethanol or mixtures of both were used as 
solvents. Samples were previously treated with high pressures and freeze-drying to disrupt the cell 
wall. A 32 factorial experimental design was carried out to estimate the optimal extraction 
conditions, being the two factors percentage of ethanol (0, 50 and 100%) and extraction temperature 
(50, 110 and 170 ºC). The response variables taken into account were extraction yield, total phenol 
content (Folin-Ciocalteau assay), total carotenoids and chlorophylls content, and antioxidant 
activity (ABTS assay expressed as TEAC value). The software Statgraphics was used to create the 
experimental design and evaluate the results. Additionally, in order to know the extraction 
conditions which provide the most valuable extract using the most efficient and selective process, a 
chemical characterization of the extracts and fucoxanthin identification was performed by HPLC-
DAD-APCI-MS/MS. 
 
  
 v 
   
ÍNDICE 
1. INTRODUCCIÓN 
1.1 PROCESOS BASADOS EN BIORREFINERÍA: PROYECTO MIRACLES 
1.1.1 Concepto de Biorrefinería 
1.1.2 Proyecto MIRACLES  
1.2 ALIMENTOS FUNCIONALES. ANTIOXIDANTES 
1.2.1 Alimentos funcionales 
1.2.2 Estrés oxidativo y antioxidantes 
1.3 LAS MICROALGAS COMO FUENTE DE ANTIOXIDANTES: Phaeodactylum 
tricornutum.  
1.4 TÉCNICAS MEDIOAMBIENTALMENTE LIMPIAS DE EXTRACCIÓN 
1.4.1 Extracción con líquidos presurizados 
1.4.2 Aplicaciones de la extracción con líquidos presurizados para la obtención de 
compuestos bioactivos de algas 
1.5 MÉTODOS DE CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL 
1.5.1 Determinación contenido de fenoles totales: Método Folin-Ciocalteau 
1.5.2 Método TEAC 
1.5.3 Determinación de clorofilas y carotenoides totales 
1.6 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA 
1.6.1 Cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC) 
1.6.2 Espectrometría de masas (MS) 
2. OBJETIVOS 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 MUESTRAS Y REACTIVOS 
3.2 DISEÑO EXPERIMENTAL  
3.3 EXTRACCIÓN MEDIANTE PLE 
3.4 CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL  
3.5 CARACTERIZACIÓN QUÍMICA 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Diseño experimental  
4.2 Caracterización química 
5. CONCLUSIONES  
6. BIBLIOGRAFÍA
 - 1 - 
   
 
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Procesos basados en biorrefinería: proyecto MIRACLES 
 
1.1.1 Concepto de Biorrefinería 
El concepto de biorrefinería se relaciona con el término análogo de las refinerías convencionales 
cuyo objetivo es la producción de combustibles, productos químicos y electricidad.  
En este caso, la materia prima de partida consiste en biomasa de un producto natural, de forma que 
se puedan aprovechar diferentes fracciones involucradas en el proceso global para generar el 
máximo de productos disminuyendo significativamente o eliminando la generación de residuos y 
subproductos. Actualmente, los procesos de biorrefinerías están siendo objeto de investigación 
como sistemas que contribuyen a incrementar el valor de una biomasa determinada dentro del 
mercado, no solo energético sino de productos derivados, manteniendo un modelo productivo 
respetuoso con el medioambiente. 
Se estima que más del  50% de la producción de biomasa neta es de origen acuático (el agua en la 
Tierra supone un 71% de la superficie). Uno de los tipos de organismos más adaptados para el 
desarrollo de biorrefinerías son las microalgas, puesto que pueden producir una gran cantidad de 
biomasa en tiempos relativamente cortos. Existen una gran variedad de estos organismos con 
composiciones químicas muy diversas, lo que supone un amplio abanico de componentes 
teóricamente disponibles para su producción utilizando estos procedimientos. De esta manera, la 
producción de energía empleando microalgas se combina con otros procesos acoplados, como el 
tratamiento de aguas residuales y la producción de productos de valor añadido, esto es, alimentos, 
materiales o productos químicos con valor añadido (Cárdenas Vargas, 2013).  
 
1.1.2 Proyecto MIRACLES 
El proyecto MIRACLES (Multi-product Integrated bioRefinery of Algae: from Carbon dioxide and 
Light Energy to high-value Specialties) dentro del cual se enmarca el presente trabajo, es un 
ambicioso proyecto europeo de  I + D + i financiado por la Unión Europea, dentro del séptimo 
programa marco (FP7) de investigación e innovación (grant agreement no. 613588). Tiene una 
fuerte participación industrial y está destinado a desarrollar tecnologías de biorrefinería integrada 
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para la producción de varios productos de alto valor añadido a partir de microalgas, para su 
aplicación en alimentos, acuicultura y otros productos no alimentarios.  
Las microalgas son una prometedora materia prima en lo relativo al suministro sostenible de 
productos tanto alimentarios como no alimentarios. Sin embargo, a pesar de su potencial, estos 
organismos no están siendo ampliamente explotados, debido a factores económicos y a la 
inexistencia de tecnologías apropiadas para su uso.  Los principales problemas para su utilización se 
relacionan con la falta de biomasa disponible a costes aceptables y la ausencia de tecnologías de 
biorrefinería apropiadas. En este sentido, el objetivo del proyecto MIRACLES es superar estos 
obstáculos mediante el desarrollo de un proceso de biorrefinería integrada para la producción de 
varios productos de alto valor añadido a partir de microalgas (Figura 1). 
Figura 1. Esquema de objetivos del Proyecto Miracles. 
En concreto, este proyecto se centra en el desarrollo y la integración de procesos suaves de 
disrupción celular (como por ejemplo la hidrólisis enzimática) con procesos de extracción y 
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fraccionamiento respetuosos con el medio ambiente, incluyendo las pruebas de funcionalidad y la 
formulación de producto a partir de varias especies de microalgas establecidas industrialmente. Otro 
objetivo es el desarrollo de nuevas tecnologías para la optimización de la producción y 
monitorización de productos de valor añadido en la biomasa de algas durante su cultivo. De hecho, 
el desarrollo de nuevos fotobiorreactores junto con una tecnología de cultivo mejorada, combinado 
con las tecnologías de reciclaje del medio, permitiría una reducción sustancial de costes en la 
producción de biomasa de algas. 
Como se ha explicado, el proyecto tiene un enfoque multidisciplinar y para poder alcanzar los 
ambiciosos objetivos propuestos, el consorcio está formado por veintiséis socios de seis países de la 
UE, Noruega y Chile. Dicho consorcio incluye 11 importantes organizaciones de investigación y 
garantiza un fuerte liderazgo industrial a través de la participación de 12 pymes y 3 usuarios finales.  
El presente trabajo se enmarca dentro de este Proyecto Europeo, en concreto partiendo de la 
microalga Phaeodactylum tricornutum, y está centrado en el desarrollo de procesos verdes de 
extracción de compuestos de alto valor añadido presentes en esta microalga, que puedan ser 
posteriormente acoplados en un proceso de biorrefinería, fundamentalmente aquellos que por su 
naturaleza puedan ser empleados como ingredientes funcionales dentro de la industria alimentaria. 
  
1.2 Alimentos funcionales. Antioxidantes 
1.2.1 Alimentos funcionales 
Los alimentos funcionales (o de uso específico para la salud, FOSHU, como se denominaron en su 
origen) se comenzaron a desarrollar en Japón en la década de 1980 con el objetivo de reducir los 
costes en sanidad. Sin embargo, a día de hoy, no existe aún una definición ni una legislación 
mundialmente consensuada para catalogar este tipo de alimentos; inclusive hay variaciones en el 
término utilizado para referirse a los mismos dependiendo del país y del contexto (Alzamora y col., 
2005).  
Según el Codex Alimentarius, desde el punto de vista jurídico, los alimentos funcionales podrían 
considerarse como alimentos comunes o como productos alimenticios para regímenes especiales. 
(Informe Codex Alimentarius, 2004). Según el ILSI Europeo (International Life Sciences Institute), 
un alimento puede ser considerado funcional “si se logra demostrar satisfactoriamente que posee un 
efecto beneficioso sobre una o más funciones específicas en el organismo, más allá de los efectos 
nutricionales habituales, y que mejora el estado de salud y del bienestar o bien que reduce el riesgo 
de padecer una determinada enfermedad”.  
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En los últimos años, los hábitos alimentarios de los consumidores han cambiado, así como su 
“estilo de vida”, causando deficiencias en la dieta, lo que acentúa la posibilidad de padecer ciertas 
enfermedades. Los hábitos alimentarios apuntan hacia una dieta hipercalórica, rica en grasas 
saturadas y azúcares, y pobre en vitaminas y fibra, además de unos hábitos de vida sedentaria. De 
esta manera, la incidencia de enfermedades atribuibles a la alimentación es cada vez mayor. Las 
enfermedades que se encuentran más influidas por la dieta son las enfermedades cardiovasculares, 
diabetes, obesidad, osteoporosis y algunas formas de cáncer. Por esta razón, la búsqueda y 
desarrollo de aquellos nuevos alimentos que tengan beneficios saludables y ayuden a retrasar la 
aparición de algunas enfermedades es una importantísima tendencia dentro del ámbito investigador 
hoy en día.  
Existen diversas estrategias para el diseño de alimentos funcionales entre las que se encuentran la 
eliminación de un componente no deseable, el aumento de alguno de sus componentes, la 
modificación de sus componentes aumentando los efectos beneficiosos, o mediante la inclusión de 
un ingrediente nuevo, esto es, un compuesto bioactivo. Esta última es una de las estrategias más 
utilizadas, por lo que ya se han desarrollado y comercializado alimentos funcionales de esta 
categoría con diversas funcionalidades tales como actividad antihipertensiva, efecto probiótico, 
efecto prebiótico, efecto regulador del apetito o con actividad antioxidante, entre otros. Dentro de 
este último grupo, los antioxidantes han despertado mucho interés por las propiedades beneficiosas 
para la salud que les son atribuidas, por lo cual, la búsqueda de nuevas fuentes naturales de este tipo 
de compuestos siempre es de interés. 
 
1.2.2 Estrés oxidativo y antioxidantes 
El estrés oxidativo ha sido relacionado con varias enfermedades, tales como algunos tipos de 
cáncer, enfermedad cardiovascular, obesidad, diabetes, enfermedad de Alzheimer, y otras. Muchas 
de estas enfermedades pudieron haber sido prevenidas con un equilibrio apropiado entre los niveles 
de prooxidantes o radicales libres, y los niveles de antioxidantes. Un estado de estrés oxidativo se 
genera cuando la proporción de especies prooxidantes en un determinado sistema es mucho mayor 
que la de los sistemas antioxidantes (Berlett y Stadtman, 1997).   
Los radicales libres son átomos, moléculas o iones con electrones no apareados altamente inestables 
y activos hacia las reacciones químicas con otras moléculas. Derivan de tres elementos: oxígeno, 
nitrógeno y azufre, dando lugar así a la formación de las especies reactivas de oxígeno (ROS), 
especies reactivas de nitrógeno (RNS) y especies reactivas de azufre (RSS), a los cuales se les 
atribuye una gran responsabilidad en la aparición de diferentes efectos perjudiciales para la salud.  
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Por el momento no se ha consensuado una definición de antioxidante; no obstante, se puede 
considerar antioxidante a cualquier sustancia que, cuando está presente en concentraciones bajas en 
comparación con la de un sustrato oxidable, disminuye significativamente los efectos negativos que 
especies reactivas y radicales pueden tener en las funciones fisiológicas del organismo. Los 
compuestos antioxidantes son capaces de minimizar la concentración de especies reactivas con el 
oxígeno actuando como aductos de modo que  previenen o retrasan el daño oxidativo causado por 
ROS (Lim y col., 2007). 
La actividad antioxidante puede ser efectiva a través de diferentes vías, entre las que se incluye la 
captación de radicales libres, la reducción o descomposición de peróxidos de hidrógeno, inhibiendo 
las reacciones de iniciación e interrumpiendo las de propagación (Hong Lian y col., 2001). 
Además, con frecuencia muchos sistemas antioxidantes están implicados en diversos mecanismos 
sinérgicos incrementando así la actividad antioxidante.  
Actualmente, el uso de antioxidantes está muy extendido en la industria alimentaria, donde se han 
empleado como conservantes. Los nuevos avances en esta industria conllevan tratamientos mucho 
más agresivos que hacen que los antioxidantes endógenos de los alimentos sean insuficientes para la 
conservación de éstos. Además, el aumento en la utilización de antioxidantes se debe a los efectos 
beneficiosos para la salud que les han sido atribuidos. Entre ellos, destacan propiedades 
anticancerígenas, antiinflamatorias, prevención de enfermedades cardiovasculares y retardantes del 
envejecimiento, entre otras (Madhavi y col., 1995).  
Por otra parte, se han encontrado efectos tóxicos y/o carcinogénicos en ciertos antioxidantes 
sintéticos como butilhidroxitolueno (BHT) y butilhidroxianisol (BHA) (Ito y col., 1986; Safer y 
col., 1999), por lo que la identificación de nuevas fuentes de antioxidantes de origen natural 
constituye un gran campo de investigación. Además, se ha de tener en cuenta que los consumidores 
perciben de una manera mucho más positiva la presencia de antioxidantes naturales frente a 
aquellos de origen sintético. 
La principal fuente de sistemas antioxidantes es la dieta: en este sentido, uno de los modelos más 
saludables es la conocida dieta mediterránea, la cual se caracteriza por ser rica en frutas, verduras, 
cereales, patatas, legumbres, semillas, frutos secos, aceite de oliva, productos lácteos y pescado 
acompañado de consumo moderado de vino tinto (Pérez Álvarez y col., 2002). Todos estos grupos 
de alimentos contienen una amplia variedad de compuestos fitoquímicos producidos por el reino 
vegetal como sistemas de defensa, protección y señalización de células. Se trata de compuestos 
bioactivos de las plantas que pueden actuar como antioxidantes (Kartal y col., 2007). 
No obstante, la búsqueda de nuevas fuentes naturales de antioxidantes que puedan ser empleados en 
la industria alimentaria es de gran interés. Entre dichas fuentes naturales, las algas y microalgas 
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están cobrando importancia, dado que son un grupo de organismos aun altamente inexplorado y que 
poseen características muy adecuadas que les hacen atractivos para su empleo en la industria, como 
son la posibilidad de ser producidas a escala industrial o incluso de modular su composición 
química favoreciendo la sobreproducción de compuestos de interés modificando las condiciones de 
crecimiento a las cuales están sometidas (Herrero y col., 2014). 
 
1.3 Las microalgas como fuente de antioxidantes: Phaeodactylum tricornutum 
Las algas comprenden un complejo y heterogéneo grupo de organismos caracterizados por su 
naturaleza fotosintética y por su sencilla estructura reproductiva. Se estima que las microalgas 
marinas constituyen el mayor grupo de organismos vivos en el océano, y que coexisten entre 2×105 
y varios millones de especies diferentes. Las algas se pueden clasificar en función del tamaño, esto 
es, en organismos unicelulares y en multicelulares también conocidos como microalgas y 
macroalgas, respectivamente (Guedes y col., 2011).  
Las microalgas son productores primarios, desempeñando un importante papel para animales 
acuáticos. Para poder adaptarse a condiciones extremas de luz, salinidad y temperatura en las cuales 
se desarrollan, estos organismos producen una gran variedad de metabolitos secundarios, algunos de 
ellos con potente actividad biológica. Esto es, son una interesante fuente de compuestos bioactivos 
como ácidos grasos, esteroles, compuestos fenólicos, terpenos, enzimas, polisacáridos, toxinas, 
pigmentos, entre otros (Kim y col. 2011).  
La mayoría de las microalgas son relativamente fáciles de cultivar a escala industrial.  En este 
contexto, es muy importante optimizar las condiciones de cultivo para la obtención de  compuestos 
bioactivos procedentes de algas. Debido a la facilidad de cultivo y a que constituyen una interesante 
fuente de compuestos bioactivos, el empleo de microalgas para la obtención de compuestos 
bioactivos es una innovadora tendencia en el diseño de alimentos funcionales.    
 
1.3.1 Phaeodactylum tricornutum 
Como se ha adelantado previamente, en este trabajo se ha estudiado la microalga Phaeodactylum 
tricornutum como una fuente potencial de compuestos antioxidantes. Esta microalga es una 
diatomea, por lo que forma parte del fitoplancton marino  desempeñando una importante labor  en 
la fijación del carbono y en el ciclo de ciertos minerales como el silicio entre otros (Scala y col., 
2002). En cuanto a su clasificación taxonómica, es un alga que pertenece a la clase 
Bacillariophyceae, orden Bacillariales, y suborden  phaeodactylineae. Forma parte de la familia 
Phaeodactylaceae y género Phaeodactylum, siendo P. tricornutum la especie más conocida. P. 
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tricornutum es la única microalga pertenciente al género Phaeodactylum que presenta la 
peculiaridad de que sus células pueden presentar hasta cuatro morfologías diferentes: ovalada, esto 
es, células móviles ovaladas con una válvula de silicio; fusiforme, es decir, células inmóviles y sin 
la válvula de silicio; triradiada y cruciforme, siendo esta última la morfología más atípica (He y 
col., 2014). Este fenómeno se conoce como pleomorfismo y en este caso se relaciona con la 
naturaleza atípica de la pared celular, la cual es pobre en silicio en comparación con otras diatomeas 
(Martino y col., 2007). Es importante destacar que tanto la morfología como la composición 
química puede variar según las condiciones de temperatura de cultivo, salinidad, luz y nutrientes 
(Kim y col., 2012).   
Pese a ello, se puede definir en líneas generales una composición química típica, que incluye 
aproximadamente un 36% de su peso seco en proteína cruda, un 26% de carbohidratos, un 20%  de 
lípidos (aunque pueden llegar a constituir un 60% del peso en materia seca), un 16% en cenizas y 
un 0,25% de fibra neutra (KaiXian y Borowitzka, 1993; Rebolloso-Fuentes y col., 2001). Su 
contenido lipídico es uno de los que más interés ha despertado, dado que dentro de su composición 
química se incluyen ácidos grasos poliinsaturados con elevado valor como el ácido 
eicosapentaenoico (EPA) el cual supone entre 20-40% de la producción total de ácidos grasos. De 
aquí que uno de los intereses del cultivo comercial de P. tricornutum esté relacionado con la 
obtención de EPA (Yongmanitchai y Ward, 1991). Por otro lado, uno de los pigmentos presentes en 
P. tricornutum es la fucoxantina, cuyo contenido en un extracto etanólico supone aproximadamente 
un 15% de su peso en materia seca. Sin embargo, según la técnica y condiciones de extracción 
(tiempo, temperatura y disolvente) el contenido puede verse afectado (Kim y col., 2012). La 
fucoxantina es el carotenoide marino mayoritario identificado en algas pardas, pertenece a la familia 
de las xantofilas y se encuentra en abundancia en algunas macro y micro algas. Se estima que 
suponen más del 10% de producción total de los carotenoides de la naturaleza.  
 
Figura 2. Estructura química de la fucoxantina. 
La fucoxantina es un compuesto orgánico poliinsaturado que en su estructura química incluye un 
aleno enlazado con grupos funcionales como puedan ser grupos epoxi, hidroxilo, carbonilo y  
carboxilo (Figura 2). Este pigmento además se puede unir a la clorofila-a y a diferentes proteínas 
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dando lugar a complejos de fucoxantina-clorofila-a-proteínas en los tilacoides; lugar donde actúa 
como carotenoide primario para captar luz y transferir energía siendo más resistente a la oxidación 
que las clorofilas (Rebolloso-Fuentes y col., 2001). En el organismo humano, este carotenoide 
oxigenado puede actuar como un efectivo inhibidor del crecimiento celular e inductor de la 
apoptosis en células tumorales. También se le han atribuido otras propiedades beneficiosas para la 
salud, relacionándolo con una potente actividad antioxidante, antiinflamatoria y antidiabética, 
además de actuar como antioangiogénico, neuroprotector y preventivo de osteoporosis (Kumar y 
col., 2013; Ibañez y col., 2012). Varios estudios (Tsukui y col., 2007) han demostrado que el 
consumo de fucoxantina es seguro y no presenta efectos secundarios, e incluso se han demostrado 
efectos beneficiosos para la salud, entre los que se incluyen un mejor funcionamiento del sistema 
cardiovascular reduciendo la inflamación (principal causa de infarto al corazón), control de los 
niveles de colesterol y triglicéridos, mejores niveles de presión sanguínea y mejor funcionamiento 
del hígado. Además, la fucoxantina es un eficiente quelante de metales y compuestos tóxicos.  
En resumen, la fucoxantina es un potente antioxidante que protege a las células del daño oxidativo, 
entre otros efectos beneficiosos para la salud. Sus propiedades beneficiosas convierten a la 
fucoxantina en un compuesto de elevado valor, pudiéndose emplear en productos de la industria 
alimentaria o farmacéutica mediante la elaboración alimentos funcionales o de suplementos y  
nutraceúticos para el tratamiento o prevención de enfermedades crónicas (D’Orazio y col. 2012; 
Kim y col., 2011).  
Por tanto, Phaeodactylum tricornutum es un microalga que puede resultar ser una interesante fuente 
de fucoxantina, ya que es un alga relativamente fácil de cultivar con un elevado contenido en este 
compuesto de alto valor.  
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1.4 Técnicas medioambientalmente limpias de extracción 
El empleo de técnicas de extracción basadas en métodos tradicionales, como la extracción Soxhlet, 
la extracción líquido-líquido, la extracción sólido-líquido y otras técnicas basadas en el uso de 
disolventes orgánicos, requieren mucho tiempo, carecen de automatización y además presentan baja 
reproducibilidad, baja selectividad y bajos rendimientos de extracción, a lo que se suma el empleo 
de grandes cantidades de disolventes orgánicos, frecuentemente tóxicos (Wang y Weller, 2006).  
Debido a las desventajas que el uso de los métodos tradicionales supone, los últimos avances en 
técnicas de extracción apuntan hacia el desarrollo de tecnologías limpias de extracción, esto es, 
aquellas que permitan la obtención de extractos de manera respetuosa con el medioambiente, lo que 
se conoce como “Green Processes”. Entre estas técnicas de extracción “verdes” se encuentran la 
extracción presurizada con disolventes (PLE, pressurized liquid extraction), extracción con fluidos 
supercríticos (SFE, supercritical fluid extraction), la extracción asistida por ultrasonidos (UAE, 
ultrasound-assisted extraction), extracción asistida por microondas (MAE, microwave-assisted 
solvent extraction), la extracción asistida con enzimas (EAE, enzyme-assisted extraction), 
extracción asistida por membranas (MASX, membrane-assisted solvent extraction), 
microextracción en fase sólida (SPME, solid phase microextraction) y extracción por adsorción con 
barras agitadoras (SBSE, stir-bar sorptive extraction),  entre otras.  
Todas tienen en común que, además de emplear menos disolventes orgánicos o no requerirlo, son 
más rápidas, menos tóxicas, más fáciles de usar, más automatizables y capaces de proporcionar 
mayores rendimientos que los métodos tradicionales de extracción. La elección de la técnica 
empleada puede variar según el estado físico de la muestra y de la polaridad de los compuestos a 
extraer (Turner, 2006). 
No obstante, entre ellas, los fluidos presurizados (PLE y SFE) se han destacado ya por su 
potencialmente importante papel para cubrir las necesidades que pueden existir a escala industrial 
durante el desarrollo de procesos de biorrefinería, de manera que puedan ser integradas en la cadena 
de producción aportando capacidades de extracción muy valoradas al tiempo que permitiendo el 
desarrollo de procesos limpios de extracción. 
1.4.1 Extracción con líquidos presurizados 
La extracción con líquidos presurizados (PLE, pressurized liquid extraction), también denominada 
extracción acelerada con disolventes (ASE, accelerated solvent extraction), es una técnica de 
extracción avanzada que hoy en día se utiliza con relativa frecuencia para obtener compuestos 
bioactivos a partir de matrices sólidas; aunque también se puede aplicar en matrices semisólidas o 
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líquidas. La PLE es una técnica rápida y automatizable que cumple con los criterios de altos 
rendimientos y eficiencia. Además permite trabajar con cualquier disolvente lo que conlleva dos 
interesantes ventajas: por un lado posibilita la extracción de compuestos de un amplio rango de 
polaridad y por otro lado se pueden emplear solventes limpios como el agua o como el etanol, 
considerados como seguros (GRAS, generalmente reconocido como seguro) para su aplicación en 
la industria alimentaria.  
La PLE se basa en el empleo de disolventes a elevadas temperaturas, en condiciones de suficiente 
presión como para que el disolvente se mantenga en estado líquido durante el tiempo que dure la 
extracción. Comparada con los procesos de extracción convencionales, la PLE usa un menor 
volumen de disolvente y es una técnica más rápida que proporciona mayores rendimientos de 
extracción y que, como se ha mencionado anteriormente, puede automatizarse. Adicionalmente, con 
el aumento de temperatura, se consigue la disminución de la viscosidad del disolvente, lo que hace 
que éste acceda con más facilidad a la matriz y se mejora la solubilidad de los compuestos de la 
matriz en el disolvente, lo que favorece e incrementa la transferencia de materia. A estas ventajas se 
le suma que la muestra se mantiene en todo momento en condiciones libres de luz y oxígeno, por lo 
que su aplicación tiene gran potencial para la extracción de compuestos lábiles que podrían verse 
degradados en otras condiciones. 
El empleo de esta técnica utilizando agua como disolvente para la extracción da lugar al proceso 
conocido como extracción con agua subcrítica (subcritical water extraction, SWE) o extracción con 
agua sobrecalentada (superheated water extraction, SHWE). Los principios instrumentales de la 
SWE son exactamente los mismos que la PLE; de nuevo, se emplea agua calentada a elevadas 
temperaturas, entre 100 ºC y 374 ºC (es decir, por encima de su punto de ebullición y por debajo de 
su temperatura crítica) manteniendo presiones suficientes (entre 10 y 60 bar) para que se mantenga 
su estado líquido durante todo el proceso. El parámetro principal que caracteriza este tipo de 
extracciones es la constante dieléctrica (ε) del agua. La constante dieléctrica se toma  como una 
medida de su polaridad y se puede modificar fácilmente variando la temperatura de extracción 
siempre que se mantenga el estado líquido. En la Figura 3 se puede observar como el agua a 
temperatura ambiente posee una constante dieléctrica alrededor de 80, siendo, por tanto, un 
disolvente muy polar. Sin embargo, este valor puede rebajarse de manera significativa hasta valores 
de 25 cuando el agua se somete a temperaturas cercanas a 250 °C y se mantiene en estado líquido.  
Es importante señalar que este valor es similar o incluso algo inferior al de algunos disolventes 
orgánicos a 25 °C, como metanol (ε = 33) o etanol (ε = 24) (Hawthorne y col., 1994; Miller y 
Hawthorne, 1998), por lo que se deduce que, en estas condiciones, el agua podría ser un buen 
disolvente para compuestos de naturaleza más apolar (Miller y Hawthorne, 2000) y una alternativa 
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al uso de dichos disolventes en determinadas aplicaciones. Además, el empleo del agua supone 
como ventaja adicional el hecho de que no es tóxica, ni inflamable y que es fácilmente disponible. 
 
Figura 3. Constante dieléctrica (ε) del agua en función de la temperatura 
En cuanto a la instrumentación necesaria para llevar a cabo este tipo de extracciones,  cabe indicar 
que el equipamiento básico requerido es bastante sencillo (Figura 4): consiste en un depósito de 
disolventes, una bomba de alta presión encargada de introducir el disolvente dentro del sistema, una 
celda de extracción situada dentro de un horno, y varias válvulas que regulan la presión en todos los 
puntos del sistema. La extracción tiene lugar en la celda de extracción a la temperatura seleccionada 
(adicionalmente, el sistema puede incluir un dispositivo refrigerante con el fin de regular la 
temperatura de forma más precisa) y el extracto resultante se deposita en un vial de recogida. 
También puede incluirse un circuito de nitrógeno que sirve para purgar el sistema limpiando el 
mismo una vez finalizada la extracción. 
 
Figura 4. Esquema de la instrumentación necesaria en un equipo de PLE. 
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1.4.2 Aplicaciones de la extracción con líquidos presurizados para la obtención de compuestos 
bioactivos de algas 
Entre las aplicaciones de la PLE para la obtención de compuestos de interés alimentario procedentes 
de fuentes naturales (Cheong y col., 2013; Mendiola y col., 2007), son mayoritarias aquellas que 
emplean plantas como fuente natural de compuestos bioactivos. 
Sin embargo, los estudios enfocados a la extracción con líquidos presurizados para la obtención de 
compuestos bioactivos a partir de algas y microalgas son todavía limitados. Macro y microalgas han 
sido utilizadas fundamentalmente como fuente de carotenoides y compuestos fenólicos (Herrero y 
col., 2015), de forma que las microalgas han sido menos estudiadas que las primeras. Algunas de las 
especies de algas estudiadas hasta el momento son: Himanthalia elongata (Plaza y col., 2010), 
Undaria pimatifida (Onofrejová y col., 2010), Sargassum muticum, (Sanchez-Camargo y col., 
2016), Eisenia bicyclis (Shang y col., 2011) y recientemente, Pelvetiaa canaliculata o Fucus 
spiralis (Tierney y col., 2013). Por otra parte, entre las especies de microalgas estudiadas hasta la 
fecha destacan Dunaliella salina (Zhu y Jiang, 2008; Herrero y col., 2006a, Herrero y col, 2006b), 
Haematococcus pluvialis (Yuan y Chen, 2000; Santoyo y col., 2009), Chlorella vulgaris (Wang y 
col., 2010; Plaza, 2010), Spirulina platensis (Herrero y col., 2005; Herrero y col., 2007), Chlorella 
ellipsoidea (Koo y col., 2012) o Neochloris oleoabundans (Castro-Puyana y col., 2013). 
Incluso se ha aplicado la PLE para la extracción de fucoxantina a partir de P. tricornutum (Kim y 
col., 2012). Sin embargo, en dicho trabajo aplican unas condiciones de extracción determinadas, sin 
realizar un diseño experimental para encontrar las condiciones óptimas, lo que podría mejorar el 
rendimiento obtenido. Recientemente, se ha publicado un proceso secuencial para la extracción de 
fucoxantina y otros compuestos bioactivos presentes en la microalga Isochrysis galbana (Gilbert-
López y col., 2015), lo que supone una primera aproximación a un proceso de biorrefinería que 
contiene la extracción con líquidos presurizados como una de sus etapas. Esto demuestra el 
potencial de la PLE para ser utilizada dentro de  procesos de biorrefinería. 
 
1.5 Métodos de caracterización funcional  
Dentro de los diferentes métodos disponibles para la caracterización funcional de extractos 
naturales, este trabajo se centra en la determinación de la actividad antioxidante de los mismos. 
Actividad antioxidante no es sinónimo de mayor concentración de los compuestos antioxidantes, de 
hecho, existen compuestos con mayor capacidad antioxidante que otros, a pesar de encontrarse a 
bajas concentraciones. Por otro lado, cuando se obtiene un extracto de un producto natural estos 
compuestos antioxidantes no están aislados, sino que coexisten con otros, pudiendo producirse 
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efectos sinérgicos o antagónicos, por lo que la determinación de la actividad antioxidante global del 
extracto cobra una importancia mayor como primer paso de su caracterización.   
Dentro de la gran variedad de métodos existentes para la determinación de la actividad antioxidante, 
en este trabajo se han elegido y empleado dos: el método TEAC y la determinación del contenido 
de fenoles totales mediante el ensayo de Folin-Ciocalteau. Se trata de métodos in vitro basados en la 
transferencia de un electrón (SET, single electron transfer reaction-based assays). En este tipo de 
métodos tiene lugar una reacción redox en la que se ven involucradas una molécula oxidante y una 
antioxidante (Huang y col., 2005).  
 
1.5.1 Determinación contenido de fenoles totales: Método Folin-Ciocalteau 
Para la determinación del contenido total de fenoles se ha empleado el método Folin- Ciocalteau 
desarrollado por primera vez por Singleton y Rossi (1965); desde entonces se ha empleado con gran 
asiduidad como una medida del contenido en compuestos fenólicos totales en productos naturales. 
Aunque no es exactamente un método de medida de capacidad antioxidante, sino de contenido en 
fenoles, dado el importante papel de los compuesto fenólicos en la capacidad antioxidante de los 
alimentos, en muchos trabajos se ha acabado asimilando como un método de determinación 
actividad antioxidante. Este método se basa en la reacción de reducción de un heteropolianión que 
contiene molibdeno (Singleton, y col., 1999).  
El método consiste en un ensayo colorimétrico en el que la cantidad de antioxidantes fenólicos y se 
obtiene midiendo la cantidad de muestra necesaria para inhibir la oxidación provocada por el 
reactivo. El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato, con 
capacidad oxidante. Los compuestos fenólicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu a pH 
básico, dando lugar a una coloración azul susceptible de una determinación espectrofotométrica. 
Este método proporciona información cuantitativa global de la cantidad de fenoles totales, que se 
estiman como equivalentes de ácido gálico por gramo de extracto, según una modificación realizada 
al procedimiento descrito por Kosar y col. (2005). La absorbancia de la muestra se mide a 760 nm.  
Diversos estudios han puesto de manifiesto que la cantidad de fenoles totales determinada por este 
método puede relacionarse con la actividad antioxidante determinada por diferentes métodos 
(ensayos TEAC y DPPH) (Malenčić y col., 2008; Socha y col., 2009).  
 
1.5.2 Método TEAC 
El método de equivalentes de Trolox, denominado comúnmente TEAC, (Trolox equivalent 
antioxidant capacity) mide la capacidad antioxidante de una sustancia dada, en comparación con el 
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patrón comercial de Trolox. Comúnmente, la capacidad antioxidante se mide utilizando el ensayo 
de decoloración del ABTS (Re y col., 1999), que se basa en la generación de radicales del 
compuesto ABTS (2,2´-azinobis-(3-etilbenzoatiazolin-6-6sulfonato), los cuales serán reducidos por 
los antioxidantes presentes en la muestra. La obtención de estos radicales se lleva a cabo de manera 
previa al propio ensayo, mediante la oxidación del ABTS con persulfato potásico (K2S2O8), 
obteniendo un producto coloreado (ABTS•+) que presenta un máximo de absorción a 734 nm. 
Posteriormente la adición de antioxidantes durante el ensayo reduce los radicales de ABTS•+, como 
muestra el esquema que se muestra en la Figura 5, produciendo simultáneamente una reducción en 
su color y la consiguiente reducción en los valores de absorbancia presentados a 734 nm. El 
estándar de referencia que se emplea en este método es el Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxílico), un análogo sintético de la vitamina E (α-tocoferol), soluble en 
agua. El valor TEAC, que ilustrará la actividad antioxidante que posee la muestra, se define como la 
concentración o cantidad de antioxidante en la muestra, capaz de reducir la absorbancia producida 
por los radicales de ABTS en la misma proporción que lo hace una concentración 1mM de Trolox. 
El valor TEAC se mide en mmol Trolox/g extracto. Es decir, cuanto mayor es el valor TEAC, 
mayor es la actividad antioxidante. 
 
Figura 5. Reacción de reducción producida en el ensayo TEAC 
 
1.5.3. Determinación clorofilas y carotenoides totales 
El ensayo para la determinación de clorofilas y carotenoides totales es un método 
espectrofotométrico basado en las  absorbancias características de clorofilas y carotenoides a 
diferentes longitudes de onda. Los carotenoides y las clorofilas tienen la característica de absorber 
luz a longitudes de onda en torno a 450-500 nm. Sin embargo, las clorofilas tienen también 
máximos de absorción entre 600-700 nm. Tal como se puede apreciar en Figura 6, el espectro de 
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absorción es una buena herramienta utilizada para identificar los pigmentos mayoritarios, debido al 
perfil tan característico que poseen. 
Por lo tanto, el ensayo para la determinación de carotenoides y clorofilas totales empleado en este 
trabajo saca partido de estas peculiaridades de forma que se determina la absorbancia de las 
muestras a dos longitudes de onda, 470 nm y 665 nm, utilizando curvas de calibración de 
fucoxantina y clorofila-a como patrones de referencia para el contenido de carotenoides y clorofilas 
totales, respectivamente. De esta forma, la medida a 470 nm se podrá relacionar con la presencia de 
carotenoides, mientras que la obtenida a 665 nm lo será con clorofilas. Además, dado que las 
clorofilas poseen asimismo absorción en la zona de 400-500 nm, la determinación a 665 nm se 
utiliza como medida correctora para sustraer la influencia de las clorofilas presentes en la 
determinación llevada a cabo a 470 nm. 
 
 
 
Figura 6. Espectros de absorbancia típicos de clorofila-a, clorofila-b, y carotenoides. 
 
1.6 Caracterización química 
Los métodos y técnicas de caracterización química tienen una gran importancia en el estudio de 
extractos naturales, como los generados durante este trabajo, puesto que permiten identificar las 
sustancias presentes en los mismos y, por tanto, poder correlacionar las actividades funcionales 
(actividad antioxidante) determinadas con la presencia de determinados compuestos. De esta forma, 
las técnicas de caracterización química descritas a continuación se utilizaron para determinar qué 
compuestos presentes en los extractos serían los responsables de las actividades observadas. 
  
1.6.1 Cromatografía de líquidos de alta eficacia (HPLC) 
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La Cromatografía de Líquidos de Alta Eficacia (HPLC, high performance liquid chromatography)  
es la técnica analítica de separación más ampliamente utilizada en el análisis de compuestos poco 
volátiles y termolábiles. Además permite analizar un amplio intervalo de pesos moleculares, desde 
iones hasta polímeros, y presenta una gran variedad de mecanismos de separación. Es por ello que 
las aplicaciones que se han desarrollado basadas en el empleo de esta técnica sean innumerables en 
una gran variedad de campos.  
La HPLC puede llevarse a cabo en dos modalidades diferentes: en fase normal  (NP-HPLC, normal-
phase liquid chromatography) o en fase reversa (RP-HPLC, reversed-phase high liquid 
chromatography). La diferencia principal reside en la polaridad de las fases móviles y estacionarias 
empleadas. La RP-HPLC es el modo más popular en separaciones cromatográficas, en el que la fase 
estacionaria es apolar y la fase móvil polar. Esta última suele ser normalmente agua mezclada con 
disolventes relativamente polares polares como metanol o acetonitrilo. Además, el hecho de que la 
fase móvil sea acuosa hace que la RP-HPLC sea popular para análisis o separaciones preparativas.  
El mecanismo de retención se basa en las interacciones relativas de los analitos con la fase 
estacionaria y con la fase móvil a lo largo del análisis, esto es, debido al efecto hidrofóbico, siendo 
eluidos en orden de polaridad decreciente (Lough y Wainer, 1995). 
La HPLC se aplica frecuentemente para el análisis de alimentos y productos relacionados (Nollet y 
Toldrá, 2012) incluyendo diversas especies de algas marinas (Jones y col., 2012; Ibañez y col., 
2012). 
 
1.6.2 Espectrometría de masas (MS) 
La espectrometría de masas (MS) es una técnica analítica basada en la ionización de la muestra y en 
la separación y registro, según su relación masa/carga, de los iones generados, los cuales finalmente 
se detectan por medio de un dispositivo adecuado. 
Un espectrómetro de masas es un dispositivo complejo cuyo objetivo primordial es proporcionar 
información  de la masa molecular de las moléculas separadas así como información estructural de 
las mismas.  La espectrometría de masas ofrece diversas ventajas, entre las que se encuentran que se 
trata de una técnica rápida que permite identificar y cuantificar compuestos, puede analizar mezclas 
complejas, proporciona información estructural, es muy sensible y además permite monitorizar el 
análisis de un tipo de compuesto. Cualquier equipo de espectrometría de masas se compone de los 
siguientes elementos: una fuente de iones, un analizador de masas y un detector. La fuente de iones 
es el elemento del espectrofotómetro que ioniza el analito transformándolo si es necesario a fase 
gaseosa. Existen diversas fuentes de ionización tales como ionización química (CI), ionización de 
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impacto electrónico (EI), ionización láser asistida por matriz (MALDI), ionización química a 
presión atmosférica (APCI), y ionización por electrospray (ESI), entre otras. Las dos últimas 
permiten acoplar cromatografía de líquidos con espectrometría de masas, siendo las más 
frecuentemente utilizadas para este fin.  
La APCI (atmospheric pressure chemical ionization) es un proceso de ionización química en el que 
las moléculas de la fase móvil actúan como gas reactivo, una vez que éstas son ionizadas por una 
descarga de electrones. Entre las moléculas del analito y las de la fase móvil tienen lugar reacciones 
de transferencia protónica en fase vapor; como resultado, se obtienen moléculas protonadas o 
desprotonadas y también se obtienen aductos de las moléculas del analito con la fase móvil. Esta 
técnica de ionización presenta la ventaja de que es sensible y fácilmente acoplable a cromatografía 
de líquidos, además de ser válido para analitos de amplio rango de volatilidad (Capiello, 2006). Por 
su naturaleza, este modo de ionización se emplea para sustancias apolares, que no se ionizan 
fácilmente mediante ESI. 
Como se explicó anteriormente, los analizadores de masas permiten separar los iones formados en 
la fuente de ionización en función de su relación masa /carga (m/z). Operan en condiciones de alto 
vacío, siendo los más usados los de cuadrupolo (Q), tiempo de vuelo (TOF) y trampa iónica (IT). 
El analizador de trampa de iones está formado por tres electrodos de superficie hiperbólica o 
circular. Los iones son introducidos y atrapados en el interior de la trampa iónica generándose un 
rampa de radiofrecuencia (pulso), que, a medida que aumenta, se desestabilizan los iones de masas 
en función de su m/z, siendo expulsados del interior del analizador hacia el detector.  
Aunque la espectrometría de masas tiene muchas aplicaciones no estrictamente analíticas, es el 
análisis orgánico el campo en el que tiene un mayor desarrollo. Permite llevar a cabo 
determinaciones cuali- y cuantitativas, analizar mezclas complejas de compuestos orgánicos muy 
diversos con rapidez y sensibilidad, proporcionando información estructural de los compuestos 
presentes. (Cappiello, 2006). Adicionalmente, el acoplamiento de HPLC con MS proporciona 
información sobre la masa molecular de los compuestos anteriormente separados. Además 
proporciona mayor sensibilidad, y en algunos casos, una mejora de la resolución, lo que facilita la 
identificación de compuestos en función de su masa y/o de su perfil de fragmentación. Por esta 
razón el empleo de HPLC-MS está cada vez más extendido para el análisis de alimentos y derivados 
así como en otros campos (Herrero, 2006; Cappiello, 2006). 
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2. OBJETIVOS 
La búsqueda de nuevos ingredientes funcionales que puedan ser útiles para la formulación de 
nuevos alimentos con propiedades beneficiosas para la salud, está a la orden del día tanto en los 
laboratorios como en la industria alimentaria.  
Una de las líneas de investigación del grupo Foodomics, perteneciente al Instituto de Investigación 
de Ciencias de la Alimentación (CIAL, UAM-CSIC) se basa en la búsqueda de potenciales 
ingredientes funcionales a partir de matrices naturales como son las microalgas, utilizando para ello 
metodologías avanzadas y medioambientalmente limpias de extracción. En este sentido, el presente 
Trabajo Fin de Máster se ha enmarcado dentro de esta amplia línea de investigación. 
El objetivo principal de este trabajo ha sido la obtención de compuestos antioxidantes a partir de la 
microalga Phaeodactylum tricornutum. Para ello se ha empleado la extracción con líquidos 
presurizados (PLE), una técnica reconocida como medioambientalmente limpia. Además los 
disolventes empleados fueron etanol y agua, ambos GRAS (Generally Recognized As Safe).  
La extracción con líquidos presurizados para la obtención de compuestos de interés alimentario 
procedentes de Phaeodactylum tricornutum ha sido escasamente estudiada y, como consecuencia, 
no se dispone de suficiente información sobre el efecto de las condiciones de extracción sobre 
dichos compuestos  y actividad biológica que éstos podrían tener. En este trabajo se ha empleado un 
diseño experimental que permite, con un reducido número de experimentos, valorar la influencia de 
las diferentes condiciones de extracción sobre diferentes variables respuesta seleccionadas 
(contenido en fenoles, carotenoides y clorofilas totales, actividad antioxidante y rendimiento de 
extracción).  
La caracterización funcional de los extractos producidos se centró en el estudio de actividad 
antioxidante, mientras que la caracterización química de los mismos se ha enfocado hacia la 
identificación de los componentes responsables de dicha actividad antioxidante, así como hacia la 
cuantificación del pigmento mayoritario, fucoxantina. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Muestras y Reactivos 
La muestra de Phaeodactylum tricornutum utilizada en este trabajo fue proporcionada por la 
empresa  Fitoplancton marino (Cádiz, España), tratada a altas presiones (1200 bar) para debilitar su 
pared celular, y posteriormente liofilizada. Se almacenó envasada al vacío, refrigerada a 4 ºC y en 
ausencia de luz hasta el momento de la extracción.  
La arena de mar lavada, de grano fino, empleada en la extracción presurizada, así como el etanol 
absoluto, fueron suministrados por Panreac (Barcelona, España). El agua Milli-Q se obtuvo 
mediante un equipo de purificación Millipore (Millipore Corporation, Billerica, MA, EEUU). El 
DMSO con calidad HPLC se adquirió de VWR.  
Para la determinación del contenido total de compuestos fenólicos se utilizó ácido gálico y 
carbonato de sodio de Sigma-Aldrich (St. Louis, EEUU), mientras que el reactivo de Folin-
Ciocalteu se adquirió en Merck (Darmstadt, Alemania).  
El ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonato sal diamónica) y el Trolox (ácido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico) necesarios para los análisis de actividad 
antioxidante mediante el método TEAC fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, 
EEUU). El persulfato potásico fue adquirido en Panreac (Barcelona, España). 
Para el método de cuantificación de clorofilas y carotenoides el metanol se adquirió en Labscan 
(Dublín, Irlanda). Los patrones de fucoxantina y clorofila-a fueron proporcionados por Sigma-
Aldrich (Madrid, España) 
Para la caracterización química, el metanol y el metil tert-butil éter (MTBE) con calidad de HPLC 
se adquirieron de VWR. 
 
3.2 Diseño Experimental  
Para estudiar la influencia de la temperatura de extracción (50-170 ºC) y la composición del 
disolvente (porcentaje etanol comprendido entre 0-100%) en el rendimiento, contenido de fenoles 
totales, actividad antioxidante (TEAC), clorofilas y carotenoides totales se empleó un diseño 
experimental de tipo factorial 32 con 4 réplicas  en el punto central. En total se llevaron a cabo 12 
experimentos, de los cuales 8 corresponden al diseño factorial completo con dos factores 
(temperatura y porcentaje de etanol) y 3 niveles, mientras que uno es el punto central (110 ºC - 50% 
etanol) y los tres restantes son repeticiones en el punto central para establecer los errores 
experimentales.  
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En la Figura 7 se muestra la matriz utilizada para el diseño experimental; como puede verse, se 
probaron 3 temperaturas diferentes (50, 110 y 170ºC) y 3 porcentajes de etanol (0, 50 y 100%). Con 
el fin de asegurar que los errores en cada nivel de los factores debidos a parámetros incontrolados 
no estuvieran correlacionados, los experimentos se realizaron en orden aleatorio. Sin embargo las 
réplicas del punto central (110 ºC - 50% etanol) se llevaron a cabo ordenadas de manera sucesiva en 
el mismo día.  
Figura 7. Esquema del diseño experimental 32 para la obtención de extractos de Phaeodactylum tricornutum mediante PLE llevado a cabo en este 
trabajo 
 
Las variables respuesta seleccionadas fueron el rendimiento de extracción, el contenido de fenoles 
totales, determinado mediante el método Folin-Ciocalteau; la actividad antioxidante, determinado 
mediante el método TEAC, el contenido de clorofilas totales y el contenido de carotenoides totales 
determinados mediante ensayos colorimétricos.  
El modelo cuadrático propuesto por cada variable respuesta fue  
Y1=β0+β1T+ β2S+ β1,1 T2 + β1,2 T·S + β2,2 S2 + error 
siendo T la temperatura y S el porcentaje de etanol (disolvente). β0 es el término independiente, β1 y 
β2 los coeficientes lineales, β1,1 y β2,2 los coeficientes cuadráticos, β 1,2 el coeficiente de la 
interacción. 
Los parámetros del modelo se estimaron empleando una regresión lineal múltiple mediante el 
programa Statgraphics Centurion XVI.I (Statpoint Technologies), el cual permite tanto la creación 
como el análisis del diseño experimental. El efecto de cada término en el modelo y su significación 
estadística, se analizaron mediante un diagrama de Pareto estandarizado. El ajuste del modelo se 
evaluó mediante el coeficiente de regresión (R2) y la desviación estándar de los residuos (RSD). 
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Con ello se pudo obtener la superficie de respuesta, así como las condiciones experimentales que 
maximizaban las variables respuesta seleccionadas.  
Para la determinación de la superficie de respuesta múltiple, se maximizaron las variables 
carotenoides, fenoles totales, rendimiento, TEAC, y se excluyeron las clorofilas. Con el fin de 
aumentar la función de desirabilidad en la  determinación de la combinación de las condiciones 
experimentales que optimizan simultáneamente varias respuestas, se determinó una segunda 
superficie de respuesta múltiple en la que se excluyó adicionalmente el rendimiento como variable y 
se maximizaron el resto de variables respuesta estudiadas. 
 
3.3 Extracción mediante PLE 
Para la extracción mediante PLE se utilizó el equipo de extracción acelerada de disolventes ASE 
200 de Dionex Corp. (Sunnyvale, CA, EEUU). Las condiciones de extracción, temperatura y 
composición del disolvente (% etanol), se establecieron utilizando el diseño experimental, mientras 
que el tiempo de extracción estática se mantuvo constante a 20 min. La presión se mantuvo fija a 
100 bar, asegurando de esta forma el mantenimiento del estado líquido de los disolventes durante 
toda la extracción.  
Independientemente de las condiciones de extracción, el equipo realiza 8 etapas principales durante 
el proceso:  
1. Carga de la celda. El sistema conduce la celda cargada con la muestra al horno. Una vez 
dentro, el horno aplica presión para sellar la celda.  
Se seleccionó un tamaño de celda de 11 ml de capacidad, pues es un tamaño adecuado para 
albergar la muestra y el agente dispersante. Se utilizó 0.9 g de muestra mezclado con 2.5 g 
de arena, que actúa como agente dispersante.   
2. Llenado de la celda. La bomba llena la celda con el disolvente.   
3. Calentamiento. En esta etapa opcional, la celda es calentada para asegurar que la muestra 
alcanza el equilibrio térmico. El tiempo de calentamiento, fijado de fábrica, varía de 5 a 9 
min dependiendo de la temperatura de extracción.  
4. Extracción estática. En esta etapa, el disolvente permanece en contacto con la muestra a 
extraer durante el tiempo seleccionado, que se corresponde con el tiempo de extracción.  
5. Flushing (descarga). Tras el tiempo estático, la válvula se abre y el disolvente con el 
extracto cae al vial de colección. Posteriormente, y para asegurar que todo el extracto es 
recuperado, se hace pasar a través de la celda un cierto volumen de disolvente, normalmente 
la proporción equivalente al 60 % de la capacidad de la celda.  
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6. Purga de N2. El disolvente residual se purga de la celda de extracción mediante una purga 
de gas inerte (N2
7. Liberación de presión. En esta etapa se libera la presión residual de la celda de extracción.  
).  
8. Descarga de la celda.  
Con el objetivo de evitar contaminación entre extractos, después de cada extracción se llevó a cabo 
un protocolo de limpieza del sistema con las condiciones de la siguiente extracción.  
Los extractos obtenidos tras la extracción se concentraron, evaporando el etanol con un Rotavapor 
R-200 (Buchii Labortechnik AG, Flawil, Suiza) y el agua mediante un liofilizador Lyobeta (Telstar, 
Terrasa, España). Tras la concentración, los extractos secos se almacenaron protegidos de la luz y 
refrigerados a 4 ºC hasta su posterior utilización. 
 
3.4 Caracterización Funcional 
3.4.1 Determinación del contenido de fenoles totales: método Folin-Ciocalteau 
El contenido total de fenoles se estimó como equivalentes de ácido gálico (GAE) y se expresó como 
mg ácido gálico/g extracto, siguiendo una variación del protocolo desarrollado por Kosar y col. 
(2005).  
Se prepararon disoluciones de 10 mg/ml de cada extracto. Para los extractos que se llevaron a cabo 
con 100% etanol se utilizó el mismo disolvente; en cambio para aquellos extractos cuyo disolvente 
de extracción contenía agua fue necesario buscar el disolvente más adecuado. En concreto, los 
extractos realizados a 110 ºC y 0% etanol, 170 ºC y 0% etanol, y 50 ºC y 50% etanol se disolvieron 
en etanol:agua (1:1). El extracto obtenido a 50 ºC y 0% etanol se disolvió en 30% dimetilsulfóxido 
(DMSO).  
Para el calibrado se utilizó ácido gálico como patrón y se prepararon concentraciones comprendidas 
entre 0.031-2 mg/ml.  
El procedimiento que se siguió es el siguiente: a cada vial de 2 ml se le añadieron, en este orden, 
600 μl de agua Milli-Q, 10 μl de muestra o ácido  gálico y 50 μl de reactivo Folin -Ciocalteau. 
Posteriormente se agitó la mezcla, se dejó reposar 1 min y se añadieron 150 μl de una solución de 
carbonato sódico al 20 % p/v, y 190 μl de agua. Después de 2 h de incubación a temperatura 
ambiente y en oscuridad, se transfirieron 300 μl de cada solución a una placa multipocillo y se 
procedió a la medida de la absorbancia a 760 nm mediante un espectofotómetro equipado con un 
lector de placas (Synergy HT, BioTek Instruments, Winooski, VT, EEUU). El valor obtenido de la 
absorbancia se comparó con la curva de calibrado de ácido gálico. Los análisis se llevaron a cabo 
por triplicado. 
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3.4.2 Determinación actividad antioxidante: Método TEAC 
El protocolo empleado fue el método de equivalentes de Trolox descrito por Re y col. (1999). El 
catión radical ABTS.+ 
Para cada extracto de  P. tricornutum se prepararon disoluciones de 10 mg/ml, tal y como se indica 
en el apartado 3.4.1.  Después se realizaron diluciones con PBS a cinco concentraciones diferentes, 
con el fin de asegurar una respuesta lineal frente al radical. Se preparó una recta de calibrado con 
Trolox (patrón de referencia utilizado en este método) en PBS a concentraciones entre 0.25-2.5 
mM.   
se generó haciendo reaccionar una solución 7 mM ABTS con una solución 
2.45 mM de persulfato potásico durante 16 h a temperatura ambiente y protegido de la luz. Una vez 
completada la reacción, esta solución de radical se diluyó con tampón fosfato salino (PBS) 5 mM a 
pH 7.4 hasta lograr una absorbancia en torno a 0.70 (±0.02) UA medida a 734 nm.  
La reacción tuvo lugar al mezclar 10 μl de cada una de estas disoluciones (muestras y  patrón de 
calibrado) con 1ml de la disolución de ABTS.+ diluida. Tras agitar en un vortex, se adicionaron 300 
μl de cada mezcla a una placa multipocillos y se midió la absorbancia a 734 nm tras 45 min de 
reacción. Los análisis se llevaron a cabo por triplicado. También se prepararon blancos para corregir 
la absorbancia intrínseca de las muestras siguiendo el mismo procedimiento, pero sustituyendo la 
disolución de ABTS.+
Para obtener el valor TEAC (expresado como capacidad antioxidante en equivalentes de trolox) se 
calculó la concentración o cantidad antioxidante que reduce la absorbancia producida por los 
radicales de ABTS en la misma proporción que lo hace una concentración 1 mM de Trolox. 
 diluida por PBS. 
 
3.4.3 Determinación de clorofilas y carotenoides totales 
El ensayo llevado a cabo se basa en la absorbancia propia de carotenoides y clorofilas a diferentes 
longitudes de onda. Los carotenoides y las clorofilas tienen la característica de absorber luz a 
longitudes de onda en torno a 400-500 nm. Sin embargo, las clorofilas tienen también máximos de 
absorción entre 600-700nm. Las muestras y las diluciones de los patrones para las curvas de 
calibrado se diluyeron con metanol.  
En el caso de los extractos acuosos, se diluyeron a dos concentraciones en metanol: 0.1 mg/ml y 
0.25 mg/ml. Sin embargo, las muestras etanólicas se diluyeron hasta una concentración de 0.05 
mg/ml extracto. Se prepararon dos curvas de calibrado: una de clorofila-a y otra de fucoxantina. 
Para realizar la curva de clorofila-a se realizaron 7 diluciones en metanol comprendidas entre 0.5 y 
50 µg/mL; y para la de fucoxantina se midieron 9 concentraciones entre 0.5 y 10 µg/mL. Se  
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adicionaron 300 µL de cada muestra por triplicado (extracto y diluciones de curvas de calibrado) y 
300 µL de metanol (blanco) a una placa multipocillos.  La absorbancia fue medida a 470 nm 
(carotenoides) y 665 nm (clorofila-a).  
Las diluciones de clorofila-a se determinaron a dos longitudes de onda (470 nm y 665 nm), de modo 
que se obtuvieron dos ecuaciones diferentes. La ecuación obtenida con las mediciones de 
absorbancia a 665 nm se utilizó para calcular la concentración de clorofilas de las muestras 
analizadas. Finalmente, el contenido de clorofilas totales se expresó como mg/g extracto. La 
ecuación de la recta de calibrado de clorofila-a a 470 nm, se utilizó para corregir el error que se 
podía arrastrar debido al solapamiento de la absorción de clorofilas y carotenoides a dicha longitud 
de onda. Por lo tanto, para calcular el contenido de carotenoides se interpoló el valor de la 
absorbancia corregida a 470 nm en la ecuación de la curva de calibrado de la fucoxantina, 
obteniendo así la concentración de carotenoides. Finalmente, el contenido en carotenoides totales se 
expresó como mg/g extracto.  
 
3.5 Caracterización química 
3.5.1 Análisis mediante HPLC 
Los análisis por HPLC de los extractos se realizaron utilizando un cromatógrafo de líquidos Agilent 
1100 (Santa Clara, CA, EEUU) equipado con un detector de haz de diodos (DAD). El análisis se 
llevó a cabo siguiendo el método propuesto por Gilbert-López y col., (2015) La separación tuvo 
lugar en una columna de fase inversa YMC-C30 (250 mm × 4.6 mm diámetro interno, 5 μm tamaño 
partícula; YMC Europe, Schermbeck, Alemania) empleando una precolumna YMC C30 (3 x 20 mm, 
5 µm, YMC Inc.). Para el análisis, se emplearon como fases móviles metanol-MTBE-agua (90:7:3 
v/v/v, A) y metanol-MTBE (10:90 v/v, B). La elución se llevó a cabo de acuerdo con el siguiente 
gradiente: 0 min, 0% B; 20 min, 30% B; 35 min, 50% B; 45 min, 80% B; 50 min, 100% B; 60 min, 
100% B; 62 min, 0% B; con un tiempo total de análisis de 80 min. La velocidad flujo fue de 0.8 
mL/min mientras que el volumen de inyección fue de 10 μL. La detección se llevó a cabo a 280, 
450 y 660 nm, aunque, el detector de haz de diodos registró el espectro de 240 a 770 nm (para 
anchos de pico >0.1 min). El programa que controló el equipo fue LC ChemStation 3D Software 
Rev. B.04.03 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 
Para su análisis, los extractos secos se disolvieron previamente en fase móvil A, a una 
concentración de 5 mg/mL. 
 
3.5.2 Identificación de fucoxantina mediante HPLC-APCI-MS/MS 
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La identificación de fucoxantina se llevó a cabo siguiendo el mismo método que el descrito por 
Gilbert-López y col. (2015) y Castro-Puyana y col. (2013). El equipo utilizado para ello fue un 
cromatógrafo de líquidos Agilent 1100 (santa Clara, CA, USA) equipado con un detector de haz de  
diodo (DAD) acoplado en serie a un espectrómetro de masas con analizador de trampa de iones 
(Agilent ion trap 6320) mediante una interfase de ionización química a presión atmosférica (APCI, 
atmospheric pressure chemical ionization). Las condiciones de separación cromatográfica fueron 
idénticas a las descritas previamente en el apartado 3.5.1. El análisis mediante espectrometría de 
masas (MS) se llevó a cabo en modo de ionización positivo, empleando los siguientes parámetros: 
voltaje del capilar, -3,5 kV; velocidad de flujo del gas de secado, 5 L/ min; presión del gas de 
nebulización, 60 psi; corriente de la corona, 4000 nA. Se realizó un barrido de masas m/z desde 150 
hasta 1300. Además se realizó el análisis automático MS/MS fragmentando los dos iones 
mayoritarios detectados en cada momento.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Diseño experimental 
Con el fin de llevar a cabo la optimización de las condiciones de extracción de compuestos 
antioxidantes de la microalga Phaeodactylum tricornutum mediante PLE, se empleó un diseño 
experimental que permitió estudiar el efecto de dos factores: composición del disolvente de 
extracción (porcentaje de etanol en agua) y temperatura de extracción (entre 50 y 170 ºC). La 
presión se mantuvo constante en 100 bar, asegurando que los disolventes se encontraran en su 
estado líquido durante todo el proceso de extracción. 
Por su parte, el tiempo de extracción se mantuvo constante en 20 min en todos los experimentos ya 
que resultados previos obtenidos en el grupo de investigación habían demostrado que para la 
extracción por PLE de algas y microalgas el tiempo no tenía una influencia estadísticamente 
significativa por encima de 15 min, ni en el rendimiento total de extracción, ni en la capacidad 
antioxidante de los extractos obtenidos (Herrero, 2006).  
En la Tabla 1 se muestran los valores obtenidos de los rendimientos, expresado como porcentaje de 
extracto seco respecto a la cantidad inicial de microalga, en función de la temperatura y del 
porcentaje de etanol utilizados, así como los resultados correspondientes al contenido en fenoles 
totales, actividad antioxidante (TEAC), contenido en carotenoides totales y contenido en clorofilas 
totales de sus respectivos extractos, en función de los dos factores mencionados anteriormente. 
A partir del análisis de los datos obtenidos utilizando el diseño experimental se puede obtener 
información sobre la importancia de la significación estadística de cada factor en el modelo para 
cada variable respuesta.  
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Tabla 1. Valores de rendimiento de extracción, contenido total de fenoles (mg ácido gálico/ g extracto), actividad antioxidante (mmol Trolox/g 
extracto), contenido total de carotenoides (mg/g extracto) y contenido total de clorofilas (mg/g extracto) obtenidos para Phaeodactylum tricornutum 
en las diferentes condiciones de extracción mediante PLE 
  
Rendimiento extracción  
Como se puede observar en la Figura 8, el incremento de la temperatura de extracción aumenta el 
rendimiento. Este hecho se debe a un aumento de la transferencia de materia de la muestra hacia el 
disolvente de extracción a medida que aumenta la temperatura, como resultado, entre otras cosas, de 
un aumento de la presión de vapor de los compuestos y mejora de su solubilidad, así como de  una 
disminución de la viscosidad del disolvente con la temperatura, lo que facilita su penetración en la 
matriz, mejorando de esa forma la transferencia de materia. 
Asimismo, manteniendo constante el valor de la temperatura, se observa que el rendimiento es 
mayor  con un 50% etanol que con cualquiera de los disolventes puros estudiados, agua o etanol. 
Temp. 
(ºC) 
Etanol 
(%) 
Rdto. 
(%) 
Contenido 
fenoles totales 
(mg GA/g 
extracto) 
TEAC 
(mmol TROLOX/g 
extracto) 
Carotenoides 
Totales 
(mg/g 
extracto) 
Clorofilas 
totales 
(mg/g extracto) 
50 0 8.9 14.80 ± 0.64 0.297 ± 0,010 11.62 ± 0.18 11.61 ± 0.37 
50 50 29.0 14.01 ± 0.56 0.255 ± 0.008 17.84 ± 0.81 30.45 ± 1.56 
50 100 24.0 42.16 ± 1.62 0.606 ± 0.048 32.19 ± 0.18 44.49 ± 0.62 
110 0 21.8 9.98 ± 0,06 0.247 ± 0.018 0.71 ± 0.06 1.09 ± 0.09 
110 50 56.4 14.9 ± 1,70 0.187 ± 0.006 11.62 ± 0.18 19.16 ± 0.31 
110 50 51.4 17.18 ±0.63 0.179 ± 0.008 10.79 ± 0.63 18.28 ± 0.93 
110 50 57.8 20.31 ± 0.04 0.157 ± 0.006 12.51  ±  0.63 20.56 ± 0.83 
110 50 56.9 18.31 ± 0.04 0.176 ± 0.006 13.07  ±  0.72 22.68 ± 1.14 
110 100 30.5 29.21 ± 0.71 0.457 ± 0.014 27.82  ±  1.63 40.09 ± 2.28 
170 0 53.1 23.11 ± 1.48 0.303 ± 0.004 1.47  ± 0.09 2.91 ± 0.17 
170 50 55.2 22.68 ± 1.42 0.289 ± 0.012 36.82  ±  2.88 65.94 ± 5.29 
170 100 33.3 32.25 ± 0.62 0.557 ± 0.290 24.60 ± 1.25 38.91 ± 1.86 
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Es posible que esto se deba a que la mayoría compuestos extraídos de Phaeodactylum tricornutum 
posean una polaridad intermedia entre agua y etanol; de ahí que sean más afines a mezclas de etanol 
y agua. De hecho, utilizando los datos experimentales obtenidos, el programa de cálculo empleado 
define como mejores condiciones para obtener el máximo rendimiento (61.9%), el empleo de 170 
ºC como temperatura óptima y un 40% etanol como disolvente. Este hecho pone asimismo de 
manifiesto otra de las ventajas de utilizar diseños experimentales para evaluar la influencia de los 
factores de extracción, que es la de obtener puntos óptimos de extracción sin que exista la necesidad 
de haber realizado pruebas experimentales en ellos. 
 
Figura 8. Representación gráfica de rendimiento de extracción  obtenido en los extractos de PLE de Phaeodactylum tricornutum mediante PLE en 
función de los dos factores estudiados: temperatura y porcentaje de etanol en el disolvente. 
En la Figura 9A se muestra el diagrama de Pareto obtenido para las dos variables respuesta 
analizadas. La línea vertical indica el corte a un intervalo de confianza del 95% (P=0.05) y el color 
de relleno de los efectos indica si la influencia ejercida sobre la variable respuesta es positiva o 
negativa.  
Observando dicho diagrama, se puede concluir el término que más influye en el rendimiento de 
extracción es la temperatura. Este hecho que corrobora la tendencia, comentada anteriormente, de 
obtener mayores rendimientos a temperaturas más altas. 
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Figura 9. Diagrama de Pareto estandarizado y superficie de respuesta estimada para el rendimiento de extracción de los extractos de Phaeodactylum 
tricornutum.obtenidos por PLE A: Temperatura; B: % Etanol. 
 
El gráfico superficie de respuesta en función de la temperatura y composición del disolvente 
(Figura 9B) muestra cómo los mayores rendimientos se obtienen con los valores más altos de 
temperatura y valores intermedios de porcentaje de etanol.  
Las ecuaciones obtenidas permiten explicar un 91.8 % de las variaciones experimentales obtenidas 
para el rendimiento de extracción (R2 = 0.9181), por lo que podemos decir que el modelo 
estadístico presenta un buen ajuste con respecto a los datos experimentales. 
Fenoles totales y actividad antioxidante TEAC 
Los resultados obtenidos para el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en función de 
las condiciones de extracción se muestran en la Tabla 1.  
Dichos resultados muestran que éste aumenta conforme se incrementa el porcentaje de etanol, 
siendo la concentración de fenoles destacablemente mayor cuando el disolvente empleado es 100% 
etanol. Estos resultados sugieren que los compuestos fenólicos de Phaeodactylum tricornutum 
presentan una polaridad similar a la del etanol, por lo que son más afines a este. En cuanto al efecto 
de la temperatura, el contenido de fenoles totales aumenta conforme aumenta la temperatura de 
extracción, salvo cuando se emplea 100 % etanol como disolvente, caso en el que descienden 
ligeramente. 
Según el diagrama de Pareto obtenido para la cantidad de fenoles totales, (Figura 10A) la 
composición del disolvente es el término que más influye en sentido positivo, seguido por su 
término cuadrático. Observando el diagrama de superficie respuesta correspondiente (Figura 10C) 
se puede concluir que los extractos con mayor contenido de fenoles totales son aquellos producidos 
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a bajas temperaturas y elevada concentración de etanol en el disolvente, teniendo este factor más 
peso en el resultado, tal como indica el diagrama de Pareto.  
El tratamiento estadístico de estos datos experimentales permite predecir que las condiciones 
óptimas de extracción para obtener un mayor contenido de fenoles totales son 50 ºC y 100% etanol, 
condiciones en las que se obtendría un contenido de  39.55 mg GA/ g extracto.  
Por otro lado, los valores de actividad antioxidante (TEAC) obtenidos presentaban la misma 
tendencia que la observada para el contenido de fenoles totales; de este modo, la actividad 
antioxidante era mayor cuando se incrementaba el porcentaje de etanol en la extracción (Figura 
10D). Así, las condiciones de extracción para obtener una mayor actividad antioxidante (0.606 ± 
0.048 mmol Trolox/g extracto), coincidían con las óptimas determinadas para el contenido de 
fenoles totales, es decir,  50 ºC y 100 % etanol.  Las ecuaciones obtenidas permiten explicar un 92.5 
% y un 97.3 % de las variaciones experimentales obtenidas para el contenido total de fenoles (R2 = 
0.9250) y la actividad antioxidante expresada como equivalentes de trolox (R2 = 0.9727), 
respectivamente. Por lo tanto, el modelo presenta un buen ajuste con respecto a los datos 
experimentales. 
 
Figura 10. A) Diagrama de Pareto estandarizado para el contenido de fenoles totales; B) Superficie de respuesta estimada para el contenido de 
fenoles totales; C) Diagrama de Pareto estandarizado para el valor TEAC; D) Superficie de respuesta estimada  para el valor TEAC.  T: Temperatura; 
S: % Etanol. 
 
Clorofilas y carotenoides 
En lo relativo a los valores obtenidos para el contenido de clorofilas y carotenoides, se puede 
apreciar que ambos presentan la misma tendencia (Figura 11). Para poder analizar estos resultados, 
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se pueden separar dos partes. La primera engloba desde los 50 ºC hasta los 110 ºC de temperatura, 
región en la que además de tener una clara tendencia a disminuir el contenido de clorofilas y 
carotenoides con el incremento de temperatura, conforme aumenta el porcentaje de etanol en el 
disolvente de extracción, aumenta el contenido en clorofilas y carotenoides.  
Curiosamente, el comportamiento es diferente cuando la temperatura de extracción es 170 ºC en la 
que hay un incremento muy considerable en el contenido de clorofilas y carotenos cuando el 
porcentaje de etanol es del 50%. Por tanto, estas condiciones (170 ºC, 50% etanol) son las que 
mayores contenidos carotenoides y clorofilas permiten extraer.   
En concreto, tal como se puede observar en la Tabla 1, los mejores resultados de carotenoides 
totales obtenidos corresponden a los de las extracciones realizadas a 50 ºC y 100% etanol y 170 ºC 
y 50% etanol con concentraciones de 32.20 y 36.82 mg/g extracto, respectivamente.   
En las Figuras 11C y 11D se muestran los diagramas de Pareto obtenidos para ambas variables. El 
término que más influye en ellas es el contenido del disolvente, siendo el único término que influye 
significativamente en el contenido de clorofilas totales. Sin embargo el término cuadrático de la 
temperatura (AA) también tiene un peso significativo en el contenido de carotenoides totales. Por su 
parte, tanto la temperatura como el término cuadrático del contenido del disolvente también tienen 
una influencia en esta última variable, si bien es claramente inferior. 
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Figura 11. A) Superficie de respuesta estimada para contenido de clorofilas totales. B) Diagrama de Pareto estandarizado para el contenido de 
clorofilas totales; C) Superficie de respuesta estimada diagrama para el contenido de carotenoides totales; D) Diagrama de Pareto estandarizado para 
el contenido de carotenoides totales; Procedente de extractos de Phaeodactylum tricornutum.por PL.  T: Temperatura; S: % Etanol. 
Además, como se puede apreciar, las superficies respuesta de estas dos variables (contenido de 
clorofilas totales y contenido de carotenoides totales) presentan la misma tendencia (Figuras 11 A y 
B). Esto es, que la concentración de clorofilas y carotenoides totales es mayor cuanto mayor es el 
porcentaje de etanol. Según el modelo matemático obtenido para cada variable, el mayor contenido 
para cada una se alcanza a 170 ºC y 86% etanol para el contenido de clorofilas y a 170 ºC y 100% 
etanol para el de carotenoides totales. Empleando estas condiciones los valores predichos por el 
modelo son 50.83 mg clorofilas/g extracto y 31.02 mg carotenoides/g extracto. 
Las ecuaciones obtenidas permiten explicar un 79.8 % y un 76.5 % de las variaciones 
experimentales obtenidas para el contenido total carotenoides (R2 = 0.7983) y clorofilas (R2 = 
0.7651), respectivamente. En este caso el ajuste del modelo a los datos experimentales no es tan 
significativo, por lo que se  podrían generar desviaciones en las predicciones. 
Optimización multirespuesta 
Para obtener los valores de temperatura y porcentaje de disolvente que producen simultáneamente 
el máximo rendimiento de extracción, el máximo contenido total de fenoles, la máxima actividad 
antioxidante y el máximo contenido de carotenoides, se llevó a cabo una optimización de respuesta 
múltiple considerando en principio todas las variables igual de importantes, es decir, otorgando 
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idéntico peso a cada una de las variables incluidas. La variable contenido en clorofilas se descartó 
de la optimización teniendo en cuenta que de esa forma el diseño permitía predecir mejores 
resultados para el resto de variables así como considerando que el interés del trabajo se centraba en 
la extracción de compuestos antioxidantes de alto valor añadido como la fucoxantina u otros 
carotenoides. Así, los resultados que predice el diseño son los que se muestran en la Tabla 2, 
siendo las condiciones óptimas de extracción 170 ºC y 97% etanol (Punto óptimo 1). 
 
Tabla 2. Condiciones óptimas de extracción para las variables contenido en carotenoides totales, fenoles totales, valor TEAC y rendimiento. 
Resultados que predice el diseño para cada variable a tales condiciones óptimas. 
Factor/Respuesta Valor Óptimo 
(desirability= 0.699) 
Temperatura (ºC) 170 
%Etanol 97.7 
CAROTENOIDES (mg/g extracto) 30.93 
FENOLES TOTALES (mg/g extracto) 31.68 
RENDIMIENTO (%) 34.36 
TEAC (mmol Trolox/g extracto) 0.52 
 
 
 Se realizaron 3 réplicas de extracción en estas condiciones óptimas con el fin de corroborar que la 
predicción del diseño es correcta. En la Tabla 3 se muestran  los resultados experimentales 
obtenidos, donde se puede ver que el diseño experimental desarrollado se ajusta a las variables 
cantidad de fenoles totales, rendimiento y actividad antioxidante, mientras que sobreestima 
claramente la cantidad de carotenoides totales. Esta desviación en la predicción de la concentración 
de carotenoides se debe a que el ajuste del diseño a los datos experimentales no fue del todo 
satisfactorio, como ya se comentó anteriormente. 
 
Tabla 3. Tabla comparativa de los valores que predice el diseño a las condiciones óptimas (punto óptimo 1) y los resultados obtenidos 
experimentalmente a estas condiciones (expresados como media ± desviación típica). 
 
Respuesta Predicción Valor experimental  RSD% 
CAROTENOIDES (mg/g 
extracto) 
30.93 16.99 ± 1.92 41.13 
FENOLES TOTALES 
(mg/g extracto) 
31.68 30.98 ± 1.31 0.45 
RENDIMIENTO (%) 34.4 38.8 ±1.1 4.28 
TEAC (mmol Trolox/g 
extracto) 
0.52 0.54 ± 0.01 0.98 
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Con el objetivo de mejorar la función de desirabilidad obtenida (0.699), se calculó una nueva 
superficie de respuesta múltiple en la que se tuvieron en cuenta todas las variables excepto el 
rendimiento y el contenido de clorofilas totales  (Tabla 4). En este caso (desirabilidad = 0.905), las 
condiciones óptimas de extracción propuestas fueron considerablemente diferentes a las anteriores: 
50 ºC y 100% etanol (Punto Óptimo 2).  
Tabla 4. Condiciones óptimas de extracción para las variables: contenido en carotenoides totales, fenoles totales y valor TEAC. Resultados que 
predice el diseño para cada variable a tales condiciones óptimas (Punto óptimo 2). 
Factor/Respuesta Valor Óptimo 
(desirability= 0.905) 
Temperatura (ºC) 50 
%Etanol 100 
CAROTENOIDES (mg/g extracto) 30.82 
FENOLES TOTALES (mg/g extracto) 39.55 
RENDIMIENTO (%) - 
TEAC (mmol Trolox/g extracto) 0.59 
 
 
Nuevamente el procedimiento llevado a cabo fue el mismo, hicieron 3 extracciones y los ensayos 
para obtener los resultados de las variables estudiadas. Para la elaboración del diseño ya se había 
realizado un extracto a las mismas condiciones, de modo, que también se utilizó ese extracto para 
los ensayos in vitro (contenido fenoles totales-Folin, actividad antioxidante-TEAC, contenido 
carotenoides totales y contenido clorofilas totales). En este caso, tal y como se puede apreciar en la 
Tabla 5, los valores predichos se ajustaban mucho mejor a los experimentales que anteriormente. 
 
Tabla 5. Tabla comparativa de los valores que predice el diseño a las condiciones óptimas (punto óptimo 2) y los resultados obtenidos 
experimentalmente a estas condiciones (expresados como media ± desviación típica).  
 
 
Una vez expuestos estos resultados, se planteó la elección de cuáles serían las condiciones más 
adecuadas para la obtención de compuestos antioxidantes a partir Phaeodactylum tricornutum para 
Respuesta Predicción Valor experimental RSD% 
CAROTENOIDES 
(mg/ g extracto) 
30.82 33.96 ± 0.45 6.82 
FENOLES TOTALES 
(mg/ g extracto) 
39.55 38.15 ± 3.37 2.56 
TEAC (mmol Trolox/g 
extracto) 
0.59 0.59 ± 0.02 0.55 
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lo cual se compararon ello los dos puntos óptimos obtenidos en este trabajo (170 ºC y 97% etanol; 
y; 50 ºC y 100% etanol) utilizando las dos aproximaciones anteriormente descritas. 
Comparando los valores predichos por cada ajuste, se puede observar que en ambos casos los 
resultados para carotenoides totales, fenoles totales y actividad antioxidante son muy similares, si 
bien es cierto que para el punto óptimo 2, es decir, cuando no se incluye el rendimiento en la 
función (50º C y 100% etanol) estos valores son algo mayores.  
Además es necesario apuntar que en el caso del punto óptimo 1, que sí considera el rendimiento 
para efectuar el ajuste, el diseño sobreestimaba la concentración de carotenoides. La fucoxantina es 
un carotenoide, que como ya se ha comentado, está presente en P. tricornutum, y que tiene un gran 
interés y valor debido a su bioactividad. Teniendo este aspecto en cuenta, sería más conveniente 
decantarse por un ajuste que prediga con más fiabilidad tal variable, siendo por tanto en este caso 
las mejores condiciones de extracción aquellas que empleaban 50 ºC y 100% etanol (punto óptimo 
2). Sin embargo, utilizando estas condiciones de extracción, el rendimiento obtenido es mucho 
menor (en torno al 24%) en comparación con las condiciones óptimas proporcionadas en el primer 
ajuste, (punto óptimo 1), cuyo rendimiento es superior al 35%. Este es un aspecto muy importante 
considerar, puesto que esta variable permite asimismo maximizar la extracción de los compuestos 
de interés, al aumentar el rendimiento total, aun encontrándose dichos compuestos en menor 
concentración en el extracto. En conclusión,  a priori resulta comprometido decantarse por una de 
las dos condiciones de extracción determinadas, ya que ofrecen resultados parecidos y en cada caso 
existen ventajas e inconvenientes. 
 
4.2 Caracterización química 
El siguiente paso consistió en utilizar un método de HPLC con el fin de determinar la composición 
química presente en los extractos generados en los dos puntos óptimos, y por tanto, poder asociar 
las actividades observadas a una composición precisa. Cabe destacar que se analizaron los extractos 
utilizando un método dirigido al análisis de compuestos fenólicos típicos anteriormente optimizado 
en el laboratorio (no se muestran datos), si bien se obtuvieron perfiles en los cuales no se apreciaba 
ningún compuesto que presentara una alta intensidad cuando se registraban a 280 nm, utilizando el 
detector DAD disponible. Por tanto, no se pudo concluir ninguna identificación relativa a los 
compuestos fenólicos que pudieran estar presentes en los extractos generados. Por ello, se decidió 
emplear un método dirigido fundamentalmente al análisis de carotenoides y clorofilas con el objeto 
de identificar los compuestos mayoritariamente presentes en dichos extractos (170 ºC, 97% etanol y 
50ºC, 100% etanol).  
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En la Figura 12 se muestra el cromatograma obtenido para el extracto de PLE procedente de 
Phaeodactylum tricornutum obtenido a 170 ºC y 97% etanol. Los picos representados en dicho 
cromatograma corresponden a compuestos identificados como clorofilas y carotenoides, en función 
de su espectro de absorción típico (Britton y col., 2004), tal y como se puede observar en la Tabla 
6. Como se puede apreciar, el pico 5 es el compuesto mayoritario, que se identificó como el isómero 
all-trans de la fucoxantina (Gilbert-López y col., 2015), comparando su tiempo de retención y 
espectro UV-Vis con el de un patrón comercial. Dado el interés en este compuesto, se llevó a cabo 
una curva de calibrado que permitió cuantificar la concentración de fucoxantina presente en estos 
extractos. De esta forma, se determinó que la  concentración de fucoxantina en los extractos 
obtenidos a 170 ºC y 97% etanol (n=3) era 14.99 ± 0.56 mg/g extracto. 
 
 
Figura 12. Cromatograma obtenido (450 nm) del análisis del extracto obtenido a 170 ºC, 97% etanol (punto óptimo 1) 
 
Posteriormente, se llevó a cabo una  identificación más exhaustiva de los pigmentos separados en el 
extracto mediante su análisis por HPLC-DAD-MS/MS que permitía combinar los datos ofrecidos 
por los dos detectores acoplados en serie. En la Tabla 6 se muestra un resumen de los compuestos 
que pudieron ser tentativamente identificados. 
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Tabla 6. Identificación tentativa de cada pico de Phaeodactylum tricornutum extraído a 170 ºC, 97% etanol mediante PLE (punto óptimo 1) y  
analizado por HPLC-APCI-MS.  
ID Tiempo 
Retención 
(min) 
Tipo de 
pigmento 
Identificación 
tentativa 
3 4,35 Clorofila   
4 6,50 Carotenoide  
5 7,68 Carotenoide All-trans-
Fucoxantina 
6 8,18 Carotenoide 13 ó 13’-cis-
Fucoxantina 
7 8,48 Carotenoide  13 ó 13’-cis-
Fucoxantina 
8 10,17 Clorofila   
9 14,26 Clorofila   
10 14,68 Carotenoide   
11 16,72 Carotenoide   
12 18,88 Clorofila Clorofila-a  
13 20,35 Clorofila  
14 21,90 Carotenoide   
15 23,24 Carotenoide   
16 25,20 Clorofila Clorofila-c 
17 26,87 Clorofila Clorofila-c  
18 30,42 Clorofila   
19 31,99 Clorofila  Clorofila-c 
20 32,44 Carotenoide   
21 34,03 Carotenoide   
 
Los extractos producidos para la comprobación del segundo punto óptimo propuesto (50ºC, 100% 
EtOH) también se analizaron utilizando el mismo método de HPLC descrito. Como se puede ver la 
Figura 13, en ellos se pudieron separar más picos que en el caso anterior.  
 
Figura 13. Cromatograma (450 nm) obtenido del análisis del extracto obtenido a 50 ºC, 100% etanol (punto óptimo 2). 
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Por su parte, en la Tabla 7 se puede ver la identificación tentativa de cada pico, basada en su 
espectro de absorción, así como los datos ofrecidos por el análisis por espectrometría de masas. Tal 
como se esperaba, el pico mayoritario correspondía a la fucoxantina cuya concentración media era 
de 32.29 ± 4.13 mg/g extracto.  
  
Tabla 7. Identificación orientativa de cada pico de Phaeodactylum tricornutum extraído a 50 ºC, 100 % etanol mediante PLE (punto óptimo 2) 
analizado por HPLC-APCI-MS. 
ID Tiempo 
Retención 
(min) 
Tipo de pigmento Identificación tentativa  
2 3.55 Clorofila   
3 3.61 Clorofila   
4 4.32 Clorofila   
5 4.48 Clorofila   
6 4.80 Clorofila   
7 5.25 Clorofila   
8 6.07 Clorofila   
9 6.50 Carotenoide   
10 7.69 Carotenoide All-trans-Fucoxantina 
11 8.19 Carotenoide 13 ó 13’-cis-Fucoxantina 
12 8.51 Carotenoide 13 ó 13’-cis-Fucoxantina 
13 9.67 Clorofila   
14 10.21 Carotenoide   
15 10.92 Clorofila   
16 11.87 Clorofila   
17 13.27 Clorofila   
18 14.37 Clorofila   
19 15.37 Clorofila   
20 16.22 Clorofila   
21 16.84 Carotenoide   
22 18.97 Carotenoide   
23 21.97 Carotenoide   
24 23.30 Carotenoide   
25 24.84 Clorofila   
26 27.38 Carotenoide  
27 29.78 Carotenoide  
28 32.57 Carotenoide  
29 34.10 Carotenoide   
 
El segundo pico mayoritario de este análisis corresponde con el pico 22 (tR = 18.97 min). Tras el 
estudio de su espectro de absorción así como de su patrón de fragmentación por espectrometría de 
masas (ion precursor m/z 568) este compuesto se identificó tentativamente como zeaxantina (Britton 
y col., 2004). Además, otros compuestos como los isómeros 13-cis y 13’-cis de fucoxantina, y 
alguna clorofila tipo c, pudieron ser tentativamente asignados empleando ambos detectores. 
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En resumen, el extracto del Punto Óptimo 1 (n=3) contenía 14.99 ± 0.56 mg fucoxantina/g extracto 
mientras que en el Punto Óptimo 2 la fucoxantina se encontraba a una concentración de 32.29 ± 
4.13 mg fucoxantina/g extracto. Teniendo en cuenta los rendimientos de cada extracción y la 
concentración de fucoxantina en cada extracto, se calculó el contenido de fucoxantina obtenido en 
cada caso (Tabla 8). Así, las condiciones de extracción del punto óptimo 2 (50 ºC y 100% etanol) 
eran las más interesantes si el objetivo era obtener la máxima cantidad de fucoxantina. 
 
Tabla 8. Tabla comparativa del rendimiento de extracción, concentración de fucoxantina (mg fucoxantina/g extracto) en el extracto y concentración 
de fucoxantina por muestra utilizada (mg fucoxantina/g alga) obtenidos experimentalmente con las 2 condiciones óptimas estudiadas en el diseño 
experimental. 
 
 
Estos resultados sugieren que la fucoxantina se extrae en mayor abundancia a temperaturas más 
bajas. Es posible que a temperaturas muy altas (170 ºC) ésta se degrade y en cambio se extraigan 
otros carotenoides que no se obtienen a 50 ºC.  
En definitiva, aunque pueda parecer más adecuado aplicar las condiciones de  extracción que 
puedan ofrecer mayores rendimientos, es importante tener en cuenta qué cantidad de compuestos 
con alto valor, como es el caso de la fucoxantina, se pueden extraer por gramo de alga empleada. 
Además, es bastante conveniente que las condiciones más adecuadas no requieran temperaturas 
elevadas (50 ºC) siendo así extracciones más sencillas, algo más rápidas (menor tiempo de 
precalentamiento) y más baratas; asimismo la vida útil del equipo se verá favorecida. 
 
También es importante mencionar que el resultado obtenido de concentración de fucoxantina a las 
condiciones del punto óptimo 2 duplica a la lograda en otros trabajos previos, en los que tal valor 
fue 15.33 mg fucoxantina/g extracto, habiendo empleado etanol como disolvente y como técnica 
una clásica extracción sólido/líquido (Kim y col., 2012), lo que demuestra una vez más la mejora en 
la eficiencia de extracción que se puede obtener al utilizar técnicas de extracción avanzadas, como 
es el caso de la PLE. 
 
  
Condiciones Rendimiento de 
extracción 
(%)  
Fucoxantina en 
extracto 
(mg fucoxantina/ 
g extracto) 
Fucoxantina 
extraída 
(mg fucoxantina /g 
ALGA) 
170 ºC-97% EtOH 38.78 ± 1.06 14.99 ± 0.56 5.81 
50 ºC- 100% EtOH 23.95 ± 0.15 32.29 ± 4.13 7.73 
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5. CONCLUSIONES 
En este trabajo se ha demostrado la utilidad de una técnica de extracción novedosa y 
medioambientalmente limpia,  como es la PLE, para obtener compuestos con actividad antioxidante 
a partir de microalgas marinas (Phaeodactylum tricornutum). 
Los resultados más relevantes del presente trabajo son: 
• Se ha comprobado cómo distintas condiciones de extracción mediante PLE (temperatura y 
porcentaje de etanol) pueden afectar al rendimiento de extracción, contenido en fenoles 
totales, actividad antioxidante y contenido de carotenoides y clorofilas de los extractos 
obtenidos.   
• El diseño experimental propuesto en este trabajo permitió encontrar una buena correlación 
entre los valores predichos por el modelo matemático y los valores experimentales para las 
siguientes variables: contenido total fenoles, contenido total carotenoides y actividad 
antioxidante. 
• Los resultados obtenidos confirman que el carotenoide mayoritario contenido en los 
extractos de P.tricornutum es la fucoxantina, un compuesto con elevada actividad 
antioxidante.  
• Las mejores condiciones para la obtención de extractos con elevada actividad antioxidante, 
contenido total de fenoles y contenido de carotenoides son las extracciones llevadas a cabo a 
50 ºC y 100% etanol como disolvente.  Los extractos obtenidos en dichas condiciones 
mediante PLE presentan una alta concentración de fucoxantina.  
• La condiciones obtenidas para el punto óptimo resultan especialmente interesantes desde el 
punto de vista práctico, ya que aparte de presentar las ventajas propias de un método de 
química verde, al no requerir temperaturas elevadas de extracción se prolonga la vida útil 
del equipo y el coste de extracción es menor que si se realizara a temperaturas elevadas. 
Por todos estos motivos,  el proceso de extracción propuesto en este trabajo un buen potencial 
para ser transferido a escala industrial para la obtención de compuestos antioxidantes a partir de 
microalgas, y ser integrado dentro de un proceso global de biorrefinería.  
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